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ADN / DNA Ácido desoxirribonluceico
dNTPS Desoxirribonucleótidos difosfato
ERIC-PCR PCR de secuencias consenso repetitivas intragénicas de 
enterobacterias
flaA Gen de la Flagelina







pb Pares de bases
rep-PCR PCR de secuencias repetitivas palindrómicas extragénicas
RFLP Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción
rpm revoluciones por minuto
RPMI Roswell Park Memorial Institute (medio de cultivo)
rRNA Ácido ribonucleico ribosomal
subsp. Subespecie
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El género Bartonella comprende bacterias capaces de infectar glóbulos rojos 
y células endoteliales, y que causan al menos 3 enfermedades humanas: la 
“enfermedad de Carrión”, por Bartonella bacilliformis, la “fiebre de las trincheras”, 
por Bartonella quintana, y la “enfermedad del arañazo del gato”, por Bartonella 
henselae. Las especies patógenas reconocidas de Bartonella han ido en 
aumento durante los últimos veinte años. En el Perú la infección más frecuente 
es la Enfermedad de Carrión, causada por Bartonella bacilliformis; sin embargo, 
hay reportes de otras bartonelosis en zonas endémicas, por lo que se requiere 
de un diagnóstico diferencial rápido y confirmativo.
El objetivo de este estudio fue desarrollar una prueba basada en la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa con varios marcadores (PCR múltiple), para la 
detección e identificación de Bartonella bacilliformis en un solo ensayo.
La bacteria se propagó en agar Columbia con sangre de carnero al 10%, y fue 
incubada a 30°C con 5% de CO2 y humedad saturada. Se extrajo el DNA de las 
bacterias cosechadas, así como de otras especies bacterianas. Se diseñaron 
cebadores específicos para 3 marcadores presentes en Bartonella spp. (flaA, 
ITS y 16S-rRNA) para diferenciar a B. bacilliformis con respecto a otras especies, 
incluso algunas no relacionadas a ella. Se trabajó con un aislado clínico de 
Bartonella bacilliformis (USM-LMM-003) procedente del Cusco. se realizaron las 
pruebas de PCR múltiple con estas cepas para estandarizar el método y evaluar 
su utilidad.
Se ha desarrollado un protocolo de PCR múltiple capaz de detectar e 
identificar bacterias del género Bartonella, con cebadores diseñados en este 
estudio y dirigidos a marcadores específicos. El protocolo de la PCR múltiple 
desarrollado en este estudio es útil para la detección e identificación confirmativa 
de Bartonella bacilliformis en una sola prueba, y también permite diferenciar a 
Bartonella bacilliformis respecto de otras especies de Bartonella que es 
imposible determinar con otras pruebas.
Palabras clave: Bartonella, Bartonella bacilliformis, Enfermedad de Carrión, 
marcadores moleculares, PCR múltiple.
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ABSTRACT
Bartonella is a genus that includes bacteria able to infect red blood cells and 
endothelial cells, causing at least 3 well-known human diseases: Carrion's 
Disease by Bartonella bacilliformis, Trench Fever by Bartonella quintana, and Cat 
Scratch Disease by Bartonella henselae. The number of known pathogenic 
Bartonella species has been increasing over the past twenty years. In Peru, the 
most common infection is Carrion's Disease caused by Bartonella bacilliformis; 
however, there are reports of other bartonelosis in endemic areas and therefore 
a rapid differential and confirmatory diagnosis is required.
The goal of this study was to develop a test based on the Polymerase Chain 
Reaction with several markers (multiplex PCR), allowing the detection and 
identification of pathogenic Bartonella species, in a single trial.
A clinical isolate of Bartonella bacilliformis (USM-LMM-003) from Cusco was 
streaked on Columbia 10% Sheep Blood Agar plates, which were incubated at 
30 °C with 5% CO2 and saturated humidity. DNA was extracted from the 
harvested bacteria as well as from other bacterial species. Specific primers for 3 
markers on Bartonella spp. (flaA, ITS and 16S-rRNA) were designed to 
differentiate B. bacilliformis with respect to other species of the genus. multiplex 
PCR was run on these strains to standardize the method and assess its 
usefulness.
A multiplex PCR protocol able to detect and identify bacteria of the genus 
Bartonella was developed, proving its specificity with the designed primers 
targeted to flaA, ITS and 16S-rRNA markers. The multiplex PCR protocol 
developed in this study is useful for screening and confirmatory identification of 
Bartonella bacilliformis in a single test, and it also allows the differentiation of 
Bartonella bacilliformis with respect to other Bartonella species impossible to 
determine with other assays.
Key words: Bartonella, Bartonella bacilliformis, Carrion’s disease, molecular 
markers, multiplex PCR.
1. INTRODUCCIÓN
Bartonella es un microorganismo cocobacilar Gramnegativo pleomórifco, con 
un tamaño que bordea los 0.3 µm a 1 µm. Los miembros de este género son 
patógenos intracelulares facultativos, muchos de los cuales son hemótrofos 
(capaces de infectar glóbulos rojos) y también infectan células endoteliales 
(Mavrouli et al., 2016).  Todo este grupo es de difícil mantenimiento in vitro. 
Pueden infectar una variedad de hospederos mamíferos y al menos 3 son 
patógenos relativamente comunes del humano: Bartonella bacilliformis, 
causante de la “enfermedad de Carrión”, B. quintana, causante de la “fiebre de
las trincheras”, y B. henselae, causante de la “enfermedad del arañazo del gato”, 
(Márquez et al., 2014; Li et al., 2007; Chomel et al., 2005; Anderson y Neuman, 
1997). En los últimos años el número de especies patógenas de Bartonella se 
ha incrementado significativamente (Johnson et al., 2003) (Tabla 1). Actualmente 
este género contiene más de 30 registros de Bartonella spp. y 25 de estos han 
sido identificados a nivel de especie, como se muestra en la Tabla 1 y tres (B. 
bacilliformis, B. quintana y B. henselae), están implicadas en infecciones 
frecuentes (Arvand et al., 2008; Arvand y Chäd, 2006; Ferrés et al., 2005; Carroll 
et al., 2000; Pachas, 2000) (Tabla 2). 
En el Perú la infección más frecuente es la causada por Bartonella 
bacilliformis: la Enfermedad de Carrión, que es endémica y reemergente
(Gonzales, 2007), pero también hay reportes de casos de otras bartonelosis en 
las zonas endémicas de dicha enfermedad, habiéndose encontrado B. quintana, 
B. elizabethae (Birtles et al., 1999) y B. vinsoni subsp. berkhoffii (Parola et al., 
2002), por lo que el diagnóstico diferencial y confirmativo de laboratorio es muy 
importante.
Otro componente que suma al creciente problema de Bartonella es el 
potencial de las enfermedades infecciosas emergentes, que en mayoría son 
zoonosis originadas en el ambiente silvestre (Jones, K. et al., 2008). Se han 
hallado más de 60 especies de murciélagos presentando infecciones por 
Bartonella spp. Incluyendo Sudamérica, Centroamérica, África, Europa y el 
Sudeste Asiático (McKee et al., 2017). 
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Tabla 1




B. acomydis Sato et al. 2013
B. alsatica Heller et al. 1999
B. ancashensis Mullins et al. 2015
B. apis Kešnerová et al. 2016
B. bacilliformis Brenner et al., 1991
B. birtlesii Bermond et al. 2000
B. bovis Bermond et al., 2002
B. callosciuri Sato et al., 2013
B. capreoli Bermond et al. 2002
B. chomelii Maillard et al., 2004a
B. clarridgeiae Lawson y Collins, 1996
B. coopersplainsensis Gundi et al., 2009
B. doshiae Birtles et al., 1995
B. elizabethae Brenner et al. 1993
B. florencae Mediannikov et al. 2013a
B. fuyuanensis Li et al. 2015
B. grahamii Birtles et al., 2009
B. heixiaziensis Li et al. 2015
B. henselae Brenner et al. 1993
B. jaculi Sato et al. 2013
B. japonica Inoue et al. 2010
B. koehlerae Droz et al. 2000
B. pachyuromydis Sato et al, 2013
B. peromysci Birtles et al. 2009
B. queenslandensis Gundi et al. 2009
B. quintana Brenner et al. 1993
B. rattaustraliani Gundi et al. 2009
B. rochalimae Eremeeva et al. 2012
B. schoenbuchensis Dehio et al. 2001
B. senegalensis Mediannikov et al. 2013b
B. silvatica Inoue et al. 2010
B. talpae Birtles et al. 2009
B. taylorii Birtles et al. 2009
B. tribocorum Heller et al. 1998
B. vinsonii Brenner et al. 1993
B. vinsonii subsp. arupensis Welch et al. 2000
B. vinsonii subsp. berkhoffii Kordick et al. 1996
B. vinsonii subsp. vinsonii Kordick et al. 1996
(modificado a partir de Jacomo et al., 2002)
3
Tabla 2
Especies de Bartonella patógenas para el hombre, vectores y 
























B. bacilliformis Lutzomyia Enfermedad de Carrión
• Anémica
• Eruptiva
B. elizabethae Pulgas Endocarditis
B. clarridgeiae Pulgas
Ctenocephalides felis
Enf. del arañazo del gato
B. vinsonii Probablemente garrapatas Endocarditis
B. grahamii Se desconoce Infección intraocular
(Fuente: Pachas, 2001)
Muchas veces la reemergencia de estas afecciones hace difícil hacer un 
seguimiento o establecer una relación entre muestras aisladas de pacientes, y 
este punto es de especial interés en el caso de Bartonella bacilliformis en nuestra 
región (Pons et al., 2016).
El diagnóstico directo de Bartonella bacilliformis se realiza por frotis de sangre 
periférica y coloración con Leishman, Giemsa o Wright. Esta metodología 
presenta la enorme ventaja de que está disponible en cualquier laboratorio, 
requiere poca destreza técnica y permite detectar a los glóbulos rojos infectados 
por Bartonella en cualquiera de sus formas, ya sea bacilar, cocobacilar o 
cocoide. A veces, sin embargo, se presentan algunos inconvenientes que se 
podrían expresar como desventajas, ya que es posible caer en error al confundir 
las formas cocoides con los artefactos observados en basófilos, llamado también 
punteado de basófilos; también se presentan problemas al preparar extendidos 
gruesos. Peor aún que los detalles técnicos, la sensibilidad general de la prueba 
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es baja, entre 30 y 70% si la muestra procede de pacientes en fase hemática y 
puede alcanzar hasta menos del 10% en muestras originadas de pacientes en 
fase verrucosa (Ventura y Padilla, 2006).
Inclusive los procedimientos bioquímicos, tal como el análisis de ácidos 
grasos de la pared celular, no es capaz de discriminar a las diferentes especies 
de Bartonella. El diagnóstico también se puede lograr mediante el análisis de 
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLP) de fragmentos 
amplificados de DNA, como el de la Región Espaciadora Intergénica 16S-23S 
del RNA Ribosomal (ITS) o el gen de la enzima citrato sintasa (Chomel et al., 
2016; Diddi et al., 2013; Renesto et al., 2001).
Ello obliga a la confirmación por aislamiento bacteriológico, a través de 
hemocultivos o cultivos de biopsias en medios especiales, como el Agar 
Columbia con sangre de carnero al 10% y fase líquida con medio RPMI 
suplementado con suero fetal bovino (Maguiña, 2008). Un buen porcentaje de 
aislamientos (70%) se logra en las dos primeras semanas de incubación, 
obteniéndose el resto en las siguientes dos semanas; no obstante, en ocasiones 
puede tardar hasta 3 meses, lo que representa uno de los principales problemas 
de cultivo de estos microorganismos, y lo ha sido desde los inicios de su estudio 
clínico (Noguchi, 1928). 
En este contexto, los métodos moleculares, como la Reacción en Cadena de 
la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), son muy requeridos para la 
identificación de patógenos, por su especificidad, facilidad de uso y velocidad de 
proceso; por tanto, representan una buena alternativa al problema de la 
identificación de especies patógenas para el hombre (Romero, 2017). Este tipo 
de prueba basa su especificidad en el diseño de cebadores adecuados dirigidos 
a regiones del DNA bacteriano que puedan servir para identificar y además 
diferenciar especies de Bartonella y otras estrechamente relacionadas, como es 
el caso de Agrobacterium y Brucella. Estas regiones deben ser cuidadosamente 
escogidas para brindar un patrón de bandas que permita la clara distinción entre 
las posibles cepas probadas. Aunque los protocolos basados en la PCR ofrecen 
múltiples ventajas, también tienen puntos débiles, como, por ejemplo, el riesgo 
de contaminación cruzada, lo cual es un gran problema, sobre todo cuando se 
manejan múltiples muestras al mismo tiempo en el laboratorio de análisis 
molecular (Renesto et al., 2001). Por ello desde hace algunos años se están 
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desarrollado protocolos de PCR en tiempo real para detectar B. bacilliformis en 
mosquitos (Romero, 2004).
Actualmente, los métodos de la biología molecular se han convertido en 
herramienta fundamental para la comprensión de estas interacciones, muchos 
marcadores genéticos compartidos por especies de Bartonella son utilizados 
para estudiar la historia evolutiva de las zoonosis que estos procariontes 
generan, entendiendo así de dónde proceden y en qué dirección van, 
dependiendo del contexto (Frank, et al., 2018). Por ello, se entiende la tendencia 
a desarrollar métodos que permitan diferenciar varias especies, más que 
detectar una en particular.
La mayoría de trabajos realizados al respecto han sido orientados a detectar 
fundamentalmente a B. bacilliformis, pero no a diferenciarla de otras especies de 
Bartonella. Hasta la fecha no se cuenta con publicaciones sobre pruebas para 
diferenciar en un solo ensayo a las especies de Bartonella, por lo que en esta 
investigación se plantea desarrollar una prueba PCR múltiple con tres 
marcadores (PCR múltiple) con este fin, además de diferenciarla de las 
principales especies de Bartonella que infectan al hombre. El desarrollo de esta 
prueba será útil para confirmar la identificación de la especie de aislados 
bacterianos en 1 a 2 días como máximo.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Un breve vistazo a la patogenia de Bartonella y las características de 
la bartonelosis
La preferencia de Bartonella por invadir glóbulos rojos es uno de los factores 
más individualizados entre procariontes. Para entender la patogénesis de esta 
bacteria se han llevado a cabo muchos estudios genéticos (Battisti y Minnick, 
1999; Vayssier-Taussat et al., 2010), en cultivo celular apropiado (Fuhrmann et 
al., 2001; Benson et al., 1986) o en modelos animales (Schülein et al., 2001). 
Todo esto ha dado luces para entender los mecanismos moleculares que 
gobiernan la patogénesis de esta bacteria. Los factores de patogenicidad 
conocidos se citan en la Tabla 3.
Tabla 3
Cuadro sinóptico de los factores de patogenicidad en Bartonella spp. 
Factor(es) de patogenicidad Función
Factor Angiogénico Estimula la proliferación de células endoteliales
Deformina Deformación de membranas del eritrocito
Flagelos Motilidad, unión a e invasión de eritrocitos
Hemolisina Hemólisis dependiente del contacto
Hbp/Pap31 Familia Omp de proteínas de unión a hemina
IalA-B Invasinas putativas de eritrocitos
Iba Autotransportador, adhesinas putativas
LPS Lipopolisacárido
Omp43 Adhesina putativa de células endoteliales
Pili Pili similares a Tipo IV, motilidad, adhesión celular
Trw T4SS, establecimiento de infección intraeritrocítica
VirB-D4-Bep T4SS, subversión de la función celular endotelial
(Fuente: Dehio, 2004)
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Las infecciones por Bartonella pueden aparecer aisladamente o a veces como 
brotes epidémicos, siempre en relación a las condiciones sanitarias, reservorios 
y vectores (Blanco y Raoult, 2005). La mayoría de especies está ampliamente 
distribuida en el planeta, excepto B. bacilliformis, que se halla restringida a 
ciertas regiones de los Andes (Manfredi et al., 2005).  
La transmisión de la bacteria de este género depende del hospedero y de los 
vectores. Para el caso de B. henselae y B. clarridgeiae, el gato es el reservorio 
natural, mientras que para el caso de B. vinsonii, B. grahamii, B. doshiae y B. 
taylorii; los reservorios naturales son ratones campestres de la especie 
Peromyscus leucopus. En el caso de B. bacilliformis y B. quintana, los humanos 
son el único reservorio conocido (Castillo et al., 2008; Berghoff et al., 2007; 
Chomel et al., 2006; Blanco y Raoult, 2005).
B. baciliformis se distribuye en relación al vector Lutzomyia verrucarum, que 
se encuentra habitando la región andina de Perú, Ecuador y Colombia. La pulga 
del gato, Ctenocephalides felis, es otro de los vectores potenciales de bacterias 
del género Bartonella. De este artrópodo se ha aislado a B. henselae, B. 
clarridgeiae, B, quintana y B. koehlerae (Li et al., 2007; Blanco y Raoult, 2005). 
Más recientemente se ha publicado que la garrapata Ixodes ricinos es capaz de 
hospedar a Bartonella, aunque no queda claro su rol en la trasmisión a los seres 
humanos (Eremeeva et al., 2007). 
Estos microorganismos presentan tropismo por los eritrocitos y por células 
endoteliales (Kirby y Nekorchuk, 2002), lo cual explica parcialmente por qué no 
se les encuentra en la sangre después de la inoculación experimental (Blanco y 
Raoult, 2005) (Figura 1). Producen además una sustancia conocida como 
deformina, que causa invaginaciones en la membrana del glóbulo rojo (Harms y 
Dehio, 2012). Al abandonar los eritrocitos, esta bacteria infecta las células 
endoteliales. Se empiezan a producir entonces citoquinas mediadoras de la 
inflamación, responsables de la angiomatosis bacilar y la verruga peruana (Vega 
y Ariza, 2008). (Figuras 1 y 2).
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Figura 1. Curso de la infección por Bartonella. (Adaptado y modificado a partir de la 
figura 6 de Gomes y Ruiz, 2018).
Figura 2. Sistema Trw (pilina) y el sistema VirB/VirD4 (sistema de secreción tipo IV de 
traslocación de efector), utilizados por bartonelas ancestrales (Bartonella bacilliformis) y 
las modernas (Bartonella henselae y Bartonella quintana) para entrar en contacto y 
parasitar eritrocitos humanos y células endoteliales). (Adaptado y modificado de Minnick 
y Battisti, 2009).
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Las manifestaciones clínicas de la infección por Bartonella bacilliformis varían 
ampliamente, desde cuadros subclínicos hasta enfermedad aguda fulminante, 
incluyendo hemólisis severa o desarrollo de tumores vasculares. La historia 
natural de la enfermedad presenta dos fases: anémica y eruptiva, con un período 
intermedio de naturaleza asintomática (Maguiña y Gotuzzo, 2000). 
La fase anémica es la forma de presentación más grave, iniciándose 
gradualmente y en pocos días se presenta una anemia severa, con posibles 
complicaciones infecciosas y no infecciosas, compromiso pulmonar, hepático, 
renal, cardiovascular y neurológico y casos graves, falla orgánica multisistémica 
y muerte. En más del 60% de los casos afecta a niños menores de 14 años, 
fundamentalmente por la inmunosupresión que sucede a la infección y que 
conlleva a la aparición de complicaciones (Pons et al., 2017; Pachas, 2001). 
Sigue el período intercalar, en el que desaparecen la fiebre, síntomas y 
signos, y no se encuentran bacterias circulantes; es asintomático y dura de 
semanas hasta varios meses (Montoya et al., 1998).
La fase eruptiva se presenta por lo general en niños que viven en áreas 
endémicas. Puede ocurrir posteriormente a la fase aguda o sin ella; los síntomas 
son leves: malestar general leve, dolor de cabeza, fiebres leves, dolor articular y 
muscular; comúnmente es asintomática. Las lesiones no son dolorosas y 
presentan superficies lisas, de color rojo púrpura o rojo violáceo, individuales o 
múltiples y que suelen sangrar con facilidad.
2.2 Principios Básicos de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La PCR es método de amplificación de ácidos nucleicos más ampliamente 
usado. Esta técnica fue desarrollada por Kary Mullis en 1983 (Mullis, 1990). Se 
basa en la habilidad de la DNA polimerasa de copiar una cadena del DNA por 
elongación de cadenas complementarias iniciadas a partir de un par de 
cebadores oligonucleótidos químicamente sintetizados. Incluye ciclos repetidos 
de amplificación de las secuencias seleccionadas de ácidos nucleicos (Mullis y 
Faloona, 1987). Cada ciclo consiste en tres pasos: a) un paso de 
desnaturalización de DNA, en el cual la doble hebra del DNA blanco es separada; 
b) un paso de hibridización del cebador, llevado a cabo a temperatura más baja, 
y en el cual los cebadores se pegan a sus secuencias complementarias (blanco), 
y c) un paso de reacción de extensión, en el que la polimerasa DNA entiende las 
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secuencias entre los cebadores. Al final de cada ciclo (que incluye los tres pasos 
antes mencionados), la cantidad de productos PCR se duplica. Todo el proceso 
se lleva a cabo en un termociclador programable. Por lo general, un desarrollo 
de 30 a 50 ciclos térmicos resulta en un aumento exponencial del número total 
de copias sintetizadas de DNA (White et al., 1992; Eisenstein, 1990). 
La PCR múltiple o Multiplex PCR es una reacción en la que se introducen en 
el mismo tubo de reacción dos o más pares de cebadores específicos dirigidos 
a diferentes blancos. De esta forma, más de una sola secuencia de DNA blanco 
puede ser amplificada al mismo tiempo (Edwards y Gibbs, 1994). Los cebadores 
que se usan en esta modalidad deben ser cuidadosamente diseñados con el 
objeto de tener temperaturas de hibridización similares, lo que con frecuencia 
requiere pruebas empíricas extensas (Figuras 3 y 4).  
Figura 3. Modalidades de PCR. Reacciones uniplex, con un solo juego de cebadores y 
una reacción multiplex, con varios juegos de cebadores usados al mismo tiempo en la 
reacción (Modificado de https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/global/life-
sciences/Cloning/Images/0616/pcr-methods-WE41324_Fig07.jpg)
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Figura 4. Protocolo PCR múltiple. Este protocolo de PCR múltiple muestra la búsqueda 
de tres marcadores presentes en la muestra, en la misma reacción PCR (Adaptado y 
modificado de Ewart et al., 2018).
2.3 Marcadores más usados para la detección molecular de Bartonella
Los intentos de desarrollar un protocolo basado en la PCR para la detección 
de Bartonella no son nuevos. Dado el conocimiento fino de la estructura genética 
de esta bacteria, se han ido caracterizando genes que puedan servir como 
blancos para su detección. Algunos de los marcadores más comúnmente citados 
en la bibliografía se hallan en la Tabla 4.
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Tabla 4
Marcadores frecuentemente usados para la identificación de Bartonella
por PCR
Marcador Descripción Referencia
flaA gen de la flagelina del flagelo Sander et al., 
(2000)
ftsZ proteína de división celular Ehrenborg et al., 
(2000)
gltA gen de la enzima citrato sintasa Birtles y Raoult, 
(1996)
groEL gen de la proteína de choque térmico Haake et al., 
(1997); Marston et 
al. (1999)
ialB gen de la invasina putativa de eritrocitos Coleman y 
Minnick (2001); 
Flores (2008)
ITS Región Espaciadora Intergénica 16S-23S del RNA 
ribosomal (Internal Transcribed Spacer)
Houpikian y 
Raoult (2001)
pap31 adhesina de matriz extracelular Dabo et al. (2006)
rpoB gen de la subunidad beta de la RNA polimerasa Renesto et al., 
(2001)
ribC gen de la riboflavin sintasa Johnson et al., 
(2003); Bereswill 
et al. (1999)
Se desarrolló un protocolo PCR para diferenciar Rochalimaea henselae
(actualmente Bartonella henselae y causante de la “Enfermedad del Arañazo del 
Gato”) de R. quintana (actualmente Bartonella quintana y causante de la “Fiebre 
de las Trincheras”), obteniendo un producto de 414 pb mediante el uso de 
cebadores degenerados (Anderson et al., 1994). 
2.3.1 Gen de la subunidad 16S del RNA ribosomal
La elección de secuencias del gen de la subunidad 16S del RNA ribosomal 
(16S-rRNA) como blanco de detección tiene sus raíces en su uso con fines de 
ordenamiento filogenético. El 16S-rRNA siempre se ha preferido al gen de la 
subunidad 23S del RNA ribosomal (23S-rRNA) por su tamaño menor, lo cual lo 
hace más rastreable en el análisis de secuencias (Del Valle et al., 2014; Pitulle 
et al., 2002; Koehler et al., 1997). Múltiples trabajos usan este marcador como 
blanco genérico para detectar especies de Bartonella (Gomes et al., 2016; Suh 
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et al., 2010; Cadenas et al., 2008; Garre et al., 2008; Lydy et al., 2008; Pitulle et 
al., 2002; Sander et al., 1999) porque presenta variaciones mínimas en su 
secuencia, las que permiten detectar con seguridad a Bartonella o a especies 
muy relacionadas (La Scola et al., 2002).
2.3.2 Gen de la flagelina (flaA)
La flagelina (FlaA), una proteína de 42 kDa, es el mayor componente del 
flagelo de Bartonella bacilliformis, participa indirectamente en la invasión de los 
eritrocitos humanos (Xu y Chai, 2002) y ha sido un marcador utilizado para 
estudios inmunológicos acerca de la invasión de glóbulos rojos humanos desde 
su aislamiento e identificación tiempo atrás (Scherer et al., 1993). Secuencias 
del gen que la codifica (flaA) fueron utilizadas en ensayos de PCR para la 
detección de B. clarridgeiae (aunque varias bartonelas pueden formar pili, solo 
B. bacilliformis y B. clarridgeiae poseen flagelos) (Sander et al., 2000). También 
se ha usado este marcador para el estudio de B. bacilliformis en Perú (Hambuch 
et al., 2004). La flagelina y otros marcadores han sido usados para el desarrollo 
de probables vacunas contra este germen (Henríquez et al., 2015).
2.3.3 Gen de la proteína de división celular (ftsZ)
Un antígeno de 75 kDa en B. bacilliformis fue identificado como homólogo de 
FtsZ, una proteína esencial de la división celular, altamente conservada en 
procariontes (Kelly et al., 1998). Poco después, ciertos cebadores específicos 
para este y otros marcadores fueron incluidos en un ensayo basado en la PCR 
con el objeto de identificar a B. henselae, concluyendo que es un marcador útil, 
sobre todo cuando se trata de estudiar la filogenia intraespecies (Ehrenborg et 
al., 2000). Gracias a la comparación de secuencias parciales de este gen, se 
logró clasificar y diferenciar plenamente a especies de Bartonella, como B. 
quintana, B. henselae, B. bacilliformis y B. clarridgeiae (Zeaiter et al., 2002). 
Incluso se propuso el descubrimiento de una nueva especie, Candidatus
Bartonella rodoniensis, basándose en la secuencia de este gen, junto con gltA y 
rpoB (Laroche et al., 2017).
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2.3.4 Gen de la enzima citrato sintasa (gltA)
La enzima citrato sintasa es la primera del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y 
es un regulador clave de la producción de ATP intracelular tanto en procariontes 
como en eucariontes. Un fragmento de 940 pb del gen de la enzima citrato 
sintasa (gltA) así como una secuencia del gen de la subunidad 16S-rRNA fueron 
usados para reconocer diferentes cepas de Bartonella y clasificarlas 
filogenéticamente (Birtles y Raoult, 1996). A nivel nacional, se realizó una PCR 
– RFLP para confirmar la infección por Bartonella bacilliformis y B. henselae
utilizando a gltA (Padilla et al., 1998). Este marcador, entre otros, se utilizó para 
resaltar el valor de la genotipificación en los estudios epidemiológicos de 
Bartonella bacilliformis (Birtles et al., 2002). La detección molecular de varias 
especies de Bartonella fue realizada con base en este y otros marcadores
(Rolain et al., 2004). También fue ideal para realizar un extenso estudio de 
diversidad genética de especies de Bartonella, además del uso de rpoB (Inoue 
et al., 2008). En Brasil, gltA fue utilizado junto al marcador de la enzima riboflavin 
sintasa C en pruebas de PCR para identificar a especies patogénicas de
Bartonella que infectan a mascotas, así como animales silvestres (Fontalvo et 
al., 2017). Otros también han probado este marcador exitosamente junto a otros, 
en roedores (Schulte et al., 2016)
2.3.5 Gen de la proteína de choque térmico (groEL)
Debido a que algunas especies de Bartonella son transmitidas desde 
ectoparásitos a un hospedero mamífero (B. henselae, B. quintana, B. vinsonii, 
etc.),  existe la necesidad de mecanismos de adaptación a factores de estrés, 
como por ejemplo la respuesta bacteriana al choque térmico, que resulta de una 
regulación muy fina en la síntesis de un grupo altamente conservado de 
proteínas que presumiblemente permiten a las bacterias patógenas adaptarse al 
estrés térmico y de otras formas en un hospedero mamífero. Esto fue 
aprovechado para enfocar la atención en uno de los componentes de esta 
respuesta, la familia de proteínas GroEL, la cual a su vez es uno de los 
principales antígenos de varias bacterias patógenas (Haake et al., 1997). 
Algunas secuencias del gen groEL son utilizadas también para establecer 
diferencias entre miembros del género Bartonella (Zeaiter et al., 2002). Esta 
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proteína es importante en la patogenia de Bartonella bacilliformis, ya que las 
lesiones vasculares, que representan una amenaza para la vida de las personas, 
ocurren por la confluencia de varios estímulos: los mitógenos derivados de la 
actividad bacteriana por células endoteliales, la inhibición de apoptosis por el 
patógeno, la producción de citoquinas, los factores de crecimiento presentes y 
la propia respuesta inflamatoria. La proteína GroEL, secretada por esta bacteria, 
es uno de estos factores y tiene la capacidad de alterar el crecimiento celular en 
cultivos in vitro (Smitherman y Minnick, 2005).
2.3.6 Gen de la invasina putativa de eritrocitos (ialA-B)
En la década de 1990, se describió a los genes A y B del locus asociado a 
invasión (ialA-B, invasion-associated locus A and B) de Bartonella bacilliformis 
como los responsables de conferir un fenotipo invasivo de eritrocitos por parte 
de Escherichia coli (Mitchell y Minnick, 1995), y posteriormente se estableció con 
claridad el rol que cumple la proteína IalB en el parasitismo de eritrocitos por 
Bartonella (Coleman y Minnick, 2001), convirtiéndose en un importante factor de 
virulencia. Desde entonces, este marcador también ha sido utilizado como 
blanco para la detección de especies de Bartonella (Dehio, 2004). En Perú se 
diseñó una PCR usando el gen ialB para identificar y diagnosticar cepas de B. 
bacilliformis (Padilla y Ventura, 2003a) y en el mismo año, este mismo grupo usó
los métodos ERIC-PCR y REP-PCR para determinar genotipos de Bartonella
(Padilla y Ventura, 2003b). También se han realizado extensos estudios 
moleculares de Bartonella bacilliformis que incluyen ialA-B, así como a flaA, gyrA 
y parC (Flores, 2008).
2.3.7 Gen de la adhesina de matriz extracelular (pap31)
Pap31 es una proteína dominante de unión a hemina que se presenta en 
Bartonella y que ha sido usada en varios trabajos para distinguir B. henselae de 
B. quintana, sobre todo en casos de la Enfermedad del Arañazo del Gato (Dabo 
et al., 2006; Chung et al., 2005). Esta proteína también se presenta en la cepa 
virulenta peruana de Bartonella bacilliformis. Es un antígeno importante, por lo 
cual se le ha usado en el pasado en ensayos tipo ELISA o inmunoblot (Taye et 
al., 2005). También es un marcador muy útil en pruebas de PCR múltiple junto 
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con otros marcadores cuando se quiere diferenciar a Bartonella de Rickettsia
(donde se usa el gen de la enzima citrato sintasa) y de miembros de 
Anaplasmataceae (géneros Anaplasma, Ehrlichia, Wolbachia), donde se usa el 
gen del 16S-rRNA (Rolain et al., 2003). Este marcador ha sido usado 
exitosamente en la detección de Bartonella bacilliformis (Angkasekwinai et al., 
2014), empleando una técnica que amplifica el DNA tal como lo hace la PCR, 
pero ejerciendo para tal efecto una sola temperatura, la Amplificación Isotérmica 
Mediada por Bucle o LAMP, por sus siglas en inglés (Garrido, 2016). Una prueba 
de ELISA que usó una proteína recombinante rPap31 en base a este gen fue 
utilizada con el objeto de determinar la seroprevalencia de Bartonella 
bacilliformis en los andes ecuatorianos (Lydy et al., 2018).
2.3.8 Región Espaciadora Intergénica del 16S-23S RNA Ribosomal
La Región Espaciadora Intergénica (ITS, Figura 5) que presentan muchas 
bacterias y que separa los genes del 16S-23S es muy conocida por la gran 
variación de secuencia que presenta entre las distintas especies (Maggi et al., 
2005; Gurtler y Mayall, 1999). Por ello, esta región ha sido el blanco de detección 
en muchos protocolos PCR (Minnick y Anderson, 2006; Birtles et al., 2000; 
Jensen et al., 2000; Bergmans et al., 1996; Roux y Raoult, 1995a; Minnick et al., 
1994). Este blanco ha sido usado exitosamente para realizar análisis 
filogenético, identificación y subtipificación de especies de Bartonella, entre ellas, 
B. vinsonii subespecie arupensis, B. alsatica, B. tribocorum, B. koehlerae, B. 
quintana, B. blarridgeae, B. henselae y B. bacilliformis (Houpikian y Raoult, 
2001). B. tribocorum fue propuesta recién como especie nueva a finales de los 
años 1990 (Heller et al., 1998). Se identificaron varias especies de Bartonella en 
rumiantes, basándose en la secuencia ITS (Maillard et al., 2004b). Una prueba 
de PCR anidado (nested PCR) para la identificación de B. henselae y B. 
clarridgeiae, con una sensibilidad muy incrementada respecto a un PCR 
convencional fue diseñada a mediados de los años 2000 (Rampersad et al, 
2005). La detección a partir de vectores y reservorios también ha sido un blanco 
de búsqueda. Mediante PCR se detectaron e identificaron B. quintana, B. 
elizabethae, B. koehlerae, B. doshiae, B. taylorii, a partir de pulgas de roedores
(Marié et al., 2006). Varias especies de Bartonella fueron detectadas mediante 
un ensayo que combinaba la PCR (ITS del rRNA 16S-23S) con una técnica de 
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blotting (García-Esteban et al., 2008). Un método para identificar DNA de 
Bartonella en garrapatas se desarrolló mediante la detección de esta región 
(Hercik et al., 2007). En los Estados Unidos, dos pacientes femeninas 
presentaron una infección por Bartonella, bacteria que fue identificada en sangre 
y en base a las secuencias del espaciador interno 16S-23S y el gen de la enzima 
citrato sintasa, llegando a proponer una nueva especie, Candidatus Bartonella 
melophagi (Maggi et al., 2009). Otros autores han logrado caracterizar
molecularmente cepas de Bartonella, usando a este espaciador (Braga et al., 
2012).
Figura 5. Región Espaciadora Intergénica. Representación esquemática de la región 
que comprende a los genes de la subunidad 16S-rRNA, a los del 23S-rRNA y el 
espaciador intergénico que se halla entre ambos, que también es blanco de detección. 
Se detallan en el 16S-rRNA algunas variaciones que dependen de la especie de 
Bartonella (Adaptado y modificado de Bergmans et al., 1996).
2.3.9 Gen de la enzima riboflavin sintasa (ribC)
Otro blanco importante suele ser el gen ribC. La ruta biosintética para la 
riboflavina (vitamina B2, el precursor de los cofactores esenciales flavín 
mononucleótido y flavín adenin dinucleótido) está presente en bacterias y 
plantas, pero ausente en vertebrados. Un fragmento del DNA bacteriano porta 
los genes ribD, ribC, y ribE, que codifican a homólogos de la enzima riboflavín 
deaminasa (RibD) y a las subunidades de la enzima riboflavin sintasa (RibC y 
RibE), respectivamente. Se condujo un análisis molecular de estos genes en una 
especie de Bartonella basándose en este marcador y utilizando precisamente un 
protocolo PCR y se propuso su utilidad para la diferenciación de B. henselae, B. 
clarridgeiae, B. quintana, y B. bacilliformis (Bereswill et al., 1999). 
Posteriormente, el gen de la enzima riboflavin sintasa (ribC) se usó para la
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identificación de B. henselae, B. quintana, B. bacilliformis, B. clarridgeiae, B. 
elizabethae, y B. vinsonii subsp. berkhoffii, con una alta sensibilidad, con niveles 
de detección de hasta 10-4 ng (Johnson et al., 2003). El marcador ribC fue 
propuesto como blanco de elección para diferenciar especies de Bartonella
(Foucault et al., 2006). 
2.3.10 Gen de la subunidad beta de la polimerasa RNA (rpoB)
El gen rpoB es un blanco alternativo de detección y diferenciación que surgió 
cuando se encontró cierta heterogeneidad en las secuencias del 16S-rDNA 
(Viezens y Arvand, 2008; Dahllof et al., 2000). Su potencia como marcador útil 
ha sido demostrada por LaScola (2003). También fue empleado para 
caracterizar a Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii genotipo III por PCR, usando 
el 16S-rRNA, la región ITS, y los genes pap31, rpoB, gdh1 e ialB (Cadenas et 
al., 2008). Hace poco tiempo, se usó a rpoB para detectar a Bartonella (una 
especie candidata nueva, Candidatus Bartonella rodoniensis) en triatominos
(Laroche et al., 2017). Por último, rpoB fue usado para detectar Bartonella en 
Microtus, con el propósito de determinar la diversidad genética y la prevalencia 
de este microorganismo en mamíferos (Tolkacz et al., 2018).
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
3.1HIPOTESIS
Una prueba PCR múltiple permitirá detectar e identificar, en un solo paso, en 
forma rápida, sensible y específica, a especies del género Bartonella, patógenas 




3.2.1.1 Desarrollar una PCR con marcadores múltiples (multiplex-PCR), que 
permita la detección y diferenciación en un solo ensayo de especies del 
género Bartonella causantes de enfermedad en humanos, en particular, 
Bartonella bacilliformis.
3.2.2 Objetivos específicos
3.2.2.1 Diseñar cebadores dirigidos a tres marcadores en la cepa a estudiar y 
probar su especificidad
3.2.2.2 Estandarizar una prueba de PCR convencional de cada marcador 
escogido para detección.
3.2.2.3 Estandarizar una prueba de PCR múltiple con los tres marcadores 
escogidos para detección.
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4. MATERIALES Y MÉTODOS
4.1Material biológico
4.1.1 Cepa bacteriana de prueba 
Se utilizó como cepa de prueba a Bartonella bacilliformis USM-LMM-003, 
obtenida a partir de un aislado clínico procedente de la ciudad de Cusco.
4.1.2 Cepa tipo
Se utilizó como cepa tipo a Bartonella bacilliformis CIP 57.17, obtenida de la 
Colección del Instituto Pasteur, y procedente de un aislado de 1957. 
4.1.3 Cepas adicionales
Las cepas adicionales para las pruebas de PCR múltiple y convencional
fueron cepas de laboratorio procedentes de aislados hospitalarios: Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis.
4.2 Propagación de Bartonella bacilliformis
La propagación de la bacteria en estudio se realizó a partir de cultivo en medio 
bifásico constituido por una fase sólida de agar Columbia (AC) suplementado 
con sangre de cordero al 10% y una fase líquida de caldo Infusión Cerebro 
Corazón (BHI). Las colonias fueron cosechadas e inoculadas en placas de Agar 
Columbia suplementado con sangre de cordero al 10%. La incubación se hizo a 
30ºC en atmósfera con 5% de CO2 y humedad saturada. 
La Figura 6 muestra un esquema del protocolo seguido para este paso.
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Figura 6. Esquema del protocolo seguido para el aislamiento y propagación 
de cepas de Bartonella.
4.3Extracción de DNA del concentrado bacteriano 
La extracción del DNA total bacteriano se realizó a partir de las células 
bacterianas cosechadas de los cultivos en placa, luego de 30 días de incubación.
Se utilizó el kit de extracción BDtractTM Genomic DNA Isolation Kit (Maxim 
Biotech, Inc. 780 Dubuque Avenue, San Francisco, CA 94080, USA).
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, se procedió de acuerdo a lo que 
se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema del protocolo seguido para la extracción del DNA del concentrado 
bacteriano.
4.4Cuantificación del DNA
Se utilizó el equipo de cuantificación Qubit®, High Sensitive (HS) 
procediéndose de la forma que indica el fabricante y que se esquematiza en 
Anexos, Figura 18.
4.5 Diseño de cebadores 
Los cebadores utilizados en este estudio se diseñaron para unirse a 
secuencias génicas de los siguientes marcadores: gen 16S-rRNA, Región 
Espaciadora Intergénica del 16S-23S rRNA (ITS) y gen flaA.
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Para el diseño de los cebadores se tomaron en cuenta las propuestas de 
Johnson (2003), Cadenas (2008), Coleman (2001), Maillard (2004b), Sander 
(2000) y García-Esteban (2008).
Las secuencias génicas y genomas completos de las bacterias a estudiar se 
obtuvieron de la base de datos del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI).
Las secuencias de los cebadores diseñados se modificaron y adaptaron al 
presente estudio mediante la aplicación de las herramientas bioinformáticas 
Bioedit Sequence Analysis Editor v7.0.0 ©1997-2007 Tom Hall (Hall, 1999), 
FastPCR Professional 6.1.47 beta 3 ©1999-2010 Ruslan Kalendar y ©2006-2010 
PrimerDigital Ltd (Kalendar et al., 2009) y ClustalX v2.0.10 ©2007 The European 
Bioinformatics Institute (Larkin, et al., 2007). Las Figuras 15, 16 y 17 muestran la 
interfase de esos programas bioinformáticos.
El programa FastPCR, se utilizó para la predicción de cebadores a diseñar, 
insertando previamente el genoma de la bacteria a ensayar en formato FASTA. 
Luego se aplicó una de varias funciones: a) “Diseño de cebadores PCR”, para 
que proponga una lista de cebadores a tener en cuenta a partir del genoma 
insertado, b) “Prueba de cebadores”, para averiguar si la calidad del cebador era 
la correcta, si no se formaban dímeros, entre otros; c) “PCR in silico”, para llevar 
a cabo una PCR con los cebadores propuestos y obtener posibles productos.
El programa Bioedit, se usó para cargar los genomas y luego se incorporó 
cada cebador a probar. Como en la mayoría de los casos se contaba con la 
secuencia directa, a los cebadores se les aplicó la función “complemento 
reverso” para invertir el cebador antes del proceso y que se lleve a cabo un 
alineamiento efectivo, si había en el genoma un segmento similar.
En el caso del programa ClustalX, se utilizó para comparar las secuencias de 
los genes que se consideraron como blancos para detección en diferentes 
especies de Bartonella; estas secuencias génicas se evaluaron para diferencias 
y similitudes y en la medida de lo posible, se buscó que el cebador pudiera 
discernir entre el marcador buscado entre estas especies.
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La síntesis de cebadores específicos para los marcadores referidos 
anteriormente se encargó a Invitrogen Corporation a través de una compañía 
nacional. 
4.6Estandarización de la prueba PCR convencional
Se realizaron pruebas de PCR con cebadores individuales (no múltiple) para 
los marcadores ITS, flaA y 16S-rRNA, frente a B. bacilliformis CIP 57.17 y un 
aislado clínico de B. bacilliformis USM-LMM-003.
La mezcla de reacción usada se detalla en la Tabla 5.
Tabla 5
Mezcla de reacción utilizada para la PCR convencional
Reactivo 1X
Tampón 10X 2,5 µL
MgCl2 (50 mM) 1 µL
dNTPs (10 mM) 1 µL
Cebadores (100 ng/µL) 1 µL
H2O grado molecular 14,8
Taq 5U/µL 0,2 µL
DNA molde 4,5 µL
Volumen total 25 µL
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Las condiciones de amplificación para la PCR múltiple se detallan en la 
Tabla 6.
Tabla 6





Desnaturalización inicial 95 3 minutos
Desnaturalización 95 30 segundos
30Hibridización 60 30 segundos
Extensión 72 2 minutos
Extensión final 72 15 minutos
Mantenimiento 4 ∞
4.7Determinación de la especificidad de los cebadores
La especificidad de los cebadores diseñados para los marcadores ITS, flaA y 
16S-rRNA, se probó frente a la cepa B. bacilliformis CIP 57.17 y un aislado clínico 
de B. bacilliformis USM-LMM-003) y a otras cepas bacterianas: Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis.
De la misma forma, se realizó una PCR múltiple in silico, frente a genomas de 
cepas con las que no contamos en laboratorio, obtenidos a través de la 
herramienta bioinformática In silico PCR Amplification 
(http://insilico.ehu.es/PCR/) (Bikandi et al., 2004):
1. De la página principal de esta herramienta, se escogió el género a probar, 
p.e. Bartonella.
2. Se introdujo la serie de cebadores en formato FASTA.
3. Se escogió la especie bacteriana en particular a probar contra los cebadores.
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4. Se establecieron las siguientes condiciones:
a. No apareamientos permitidos: 2
b. No apareamientos permitidos excepto en el último nucleótido en el 
extremo 3 '.
5. Se amplificó en forma virtual.
6. Esto arrojó como resultados las supuestas bandas que amplificarían en la 
corrida electroforética.
El listado de las cepas probadas in silico se muestra en la Tabla 7.
Tabla 7
Listado de cepas probadas in silico
Cepa Número de acceso
Agrobacterium tumefaciens cepa C58 (Cereon) NC_003062.2
Bartonella bacilliformis KC583 NC_008783.1
Bartonella grahamii as4aup NC_012846.1
Bartonella henselae cepa Houston-1 NC_005956.1
Bartonella quintana cepa Toulouse NC_005955.1
Bartonella tribocorum CIP 105476 NC_010160.1
Bartonella clarridgeiae 73 NC_014932.1
Brucella melitensis ATCC 23457 NC_012441.1
Brucella melitensis biovar Abortus 2308 NC_007618.1
Brucella microti CCM 4915 NC_013118.1
Brucella ovis ATCC 25840 cromosoma I NC_009504.1 
Brucella ovis ATCC 25840 cromosoma II NC_009505.1
Brucella suis ATCC 23445 cromosoma I NC_010167.1
Brucella suis ATCC 23445 cromosoma II NC_010169.1
Brucella abortus S19 cromosoma I NC_010740.1
Brucella abortus S19 cromosoma II NC_010742.1
Escherichia coli K12 subcepa W3110 NC_007779.1
Pseudomonas aeruginosa B136-33 NC_002516.2
(http://insilico.ehu.eus/PCR)
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4.8Estandarización de la prueba PCR múltiple
Para el diseño de la prueba PCR múltiple y su estandarización se siguieron 
las recomendaciones de Delidow et al. (1993), Henegariu et al. (1997) y Elnifro 
et al. (2000).
La mezcla de reacción se detalla en la Tabla 8.
Tabla 8
Mezcla de reacción utilizada para la prueba PCR múltiple
Reactivo 1X
Tampón 10X 2,5 µL
MgCl2 (50 mM) 2 µL
dNTPs (10 mM) 1,5 µL
Cebadores (100 ng/µL, 
0.5 µL c/u)
3 µL
H2O grado molecular 10,8 µL
Taq 5U/µL 0,2 µL
DNA molde 5 µL
Volumen total 25 µL
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Las condiciones de amplificación para la PCR múltiple se muestran en la 
Tabla 9.
Tabla 9





Desnaturalización inicial 95 3 minutos
Desnaturalización 95 30 segundos
30Hibridización 58 30 segundos
Extensión 72 2 minutos
Extensión final 72 15 minutos
Mantenimiento 4 ∞
4.9Detección de los productos de amplificación
a. Los productos de amplificación de las pruebas individuales se detectaron 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y en gel de agarosa al 
2%. El marcador de tamaño molecular usado fue el Gene Ruler 100pb DNA 
Ladder (Fermentas).
b. Los geles así procesados se tiñeron con Bromuro de Etidio (0.01%) y las 




5.1 Diseño de cebadores
El análisis bioinformático dio como resultado la producción de tres pares de 
cebadores específicos contra los tres marcadores escogidos para detectar 
Bartonella bacilliformis, como se muestra en la Tabla 10.
Tabla 10
Lista de cebadores con sus respectivas secuencias y blancos específicos 
en el genoma de Bartonella
Denominación Secuencia Gen
16S-Forward 5´-CCTTCAGTTMGGCTGGATC-3´ Gen 16S-rRNA
16S-Reverse 5´-GCCYCCTTGCGGTTAGCACA-3´ Gen 16S-rRNA
ITS-Forward 5´- AGATGATGATCCCAAGCCTTCTGG-3´ Región Espaciadora 
Intergénica del 16S-23S 
rRNA (ITS)
ITS-Reverse 5´- CTTCTCTTCACAATTTCAATAGA -3´ Región Espaciadora 
Intergénica del 16S-23S 
rRNA (ITS)
flaA-Forward 5´-ATAGAAAGAGCCTGAATACC-3´ Gen flaA (flagelina)
flaA-Reverse 5´-TGATGAAGCATGACAGTAACAC-3´ Gen flaA (flagelina)
5.2 PCR convencional in vitro
Las pruebas de Reacción en Cadena de la Polimerasa individuales han dado 
como resultado que los cebadores diseñados en base las referencias 
mencionadas anteriormente, son específicos para secuencias de los tres 
marcadores escogidos: ITS, flaA y 16S-rRNA, frente a Bartonella bacilliformis, 
produciendo los amplicones del tamaño que se había previsto para esta bacteria 
mediante el análisis informático.
Los amplicones obtenidos de esta forma fueron evidenciados mediante 
corridas electroforéticas en gel de agarosa al 2% y posterior visualización y 
fotografía, como lo muestra la Figura 8.  En esta prueba, los resultados que se 
observan corresponden a la cepa Bartonella bacilliformis CIP 57.17 de la 
Colección del Instituto Pasteur de Paris – Francia.
Los mismos amplicones obtenidos de los marcadores detectados, en forma 
individual (no múltiple), se demostraron por la formación de bandas en geles de 
poliacrilamida al 8%, como se muestra en las Figuras 9 y 10. 
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Figura 8. Amplificación por PCR de los marcadores ITS, flaA y 16S-rRNA a partir 
de DNA genómico de Bartonella bacilliformis CIP 57.17 de la Colección del 
Instituto Pasteur de Paris – Francia. M: marcador de tamaño molecular Gene 
Ruler 100pb DNA Ladder (Fermentas). 1, 2 y 3: amplicones ITS, flaA y 16S-
rRNA, respectivamente.
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Figura 9. Amplificación por PCR de los marcadores ITS y flaA a partir de DNA 
genómico de un aislado clínico de Bartonella bacilliformis (USM-LMM-003). 1 y 
2: Amplicones ITS y flaA, respectivamente. M: marcador de tamaño molecular 
Gene Ruler 100pb DNA Ladder (Fermentas).
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Figura 10. Amplificación por PCR del marcador 16S-rRNA a partir de DNA 
genómico de un aislado clínico de Bartonella bacilliformis (USM-LMM-003). 1: 
Amplicón 16S-rRNA. M: marcador de tamaño molecular Gene Ruler 100pb DNA 
Ladder (Fermentas).
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Los ensayos de PCR convencional (no múltiple) con dichos cebadores 
individuales realizados utilizando como blancos de detección a cepas de 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis, no 
produjeron amplicones y, por lo tanto, no se presentaron bandas en los carriles 
donde fueron colocadas muestras de estas cepas, como se puede observar en 
la Figura 11. 
5.3 Especificidad de los cebadores
5.3.1 Determinación de la especificidad in vitro
Se confirmó la especificidad de los cebadores diseñados al comparar los 
resultados electroforéticos del marcador flaA, que codifica para la flagelina en la 
cepa bajo estudio, contra otras bacterias flageladas, como Escherichia coli y 
Pseudomonas aeruginosa, que también presentan flagelo, pero que dieron 
resultado negativo, como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Amplificación por PCR de los marcadores flaA e ITS a partir de DNA 
genómico de Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
de origen hospitalario. C: Control + Amplicón flaA de B. bacilliformis. M: Marcador de 
tamaño molecular Gene Ruler 100pb DNA Ladder (Fermentas). 1 y 2: prueba de los 
cebadores flaA e ITS respectivamente, contra Mycobacterium tuberculosis. 3 y 4: prueba 
de los cebadores flaA e ITS respectivamente, contra Escherichia coli. 5 y 6: prueba de 
los cebadores flaA e ITS respectivamente, contra Pseudomonas aeruginosa.
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5.3.2 Determinación de la especificidad in silico
Los ensayos de Reacción en Cadena de la Polimerasa fueron realizados en 
forma virtual (in silico), mediante la herramienta informática In silico PCR 
Amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/), utilizando cebadores para 16S-rRNA, 
ITS y flaA, frente a los genomas de varias cepas bacterianas. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 11 y en la Figura 12.
La cepa Bartonella bacilliformis KC583 presenta un patrón de bandas a 940, 
545 y 438 pares de bases, que con el marcador de peso molecular estándar 
usado, se diferencia de las otras cepas de Bartonella probadas. Escherichia coli 
K12, Agrobacterium tumefasciens C58 y Pseudomonas aeruginosa no 
presentaron bandas, lo cual permite diferenciar claramente a B. bacilliformis.
Tabla 11
Resultados de la PCR in silico usando tres marcadores para detectar
Bartonella, Escherichia coli, Agrobacterium tumefasciens y Pseudomonas 
aeruginosa






























Escherichia coli k12 subcepa W3110 - Sin bandas
Agrobacterium tumefasciens cepa 
C58
- Sin bandas














































































La PCR in silico adicional, en la que se usaron los cebadores diseñados contra 
el genoma completo de varias cepas relacionadas.
La cepa Bartonella bacilliformis KC583 presenta un patrón de bandas a 940, 
545 y 438 pares de bases, mientras que diferentes cepas de Brucella
presentaron un patrón de bandas diferente, permitiendo la identificación precisa 
de Bartonella bacilliformis.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12 y en la Figura 13.
Tabla 12
Resultados de la PCR in silico usando tres marcadores para detectar
Bartonella bacilliformis y varias especies de Brucella























Brucella ovis ATCC 
25840 cromosoma I
16S-rRNA 438
Brucella suis ATCC 
23445
16S-rRNA 438



















































































5.4 PCR múltiple in vitro
El desarrollo de la prueba PCR múltiple para la detección e identificación de 
Bartonella ha dado como resultado la producción de perfiles de bandas de 
amplificación diferenciados (3 bandas), de acuerdo a los 3 marcadores 
utilizados:
• Una banda de 438 pb, correspondiente al marcador 16S-rRNA, común a 
todas las bacterias del género Bartonella, con el mismo tamaño en todas 
ellas (control del género Bartonella, Figura 14).
• Una banda de 940 pb, correspondiente al marcador Flagelina (flaA), 
presente en Bartonella bacilliformis (Figura 14). Este marcador también 
se encuentra en Bartonella clarridgeiae, especie que no hemos usado en 
este estudio, cuyo análisis predice un amplicón de 997 pb. 
• Una banda de 545 pb (para el caso de Bartonella bacilliformis), 
correspondiente al marcador de la Región Espaciadora Intergénica (ITS) 
(Figura 14). El tamaño de esta región es variable en diferentes especies 
del género Bartonella.
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Figura 14. Amplificación por PCR múltiple a partir del DNA genómico de un 
aislado clínico de Bartonella bacilliformis (USM-LMM-003) usando los 
marcadores ITS, flaA y 16S-rRNA. 1: Amplicones flaA, ITS y 16S-rRNA, con los 
tamaños esperados de 940 pb, 545 pb y 438 pb, respectivamente. C: Control 




En el Perú la detección e identificación de Bartonella, específicamente B. 
bacilliformis, es un proceso largo y tedioso. Esta bacteria representa un serio 
problema de salud para los pobladores de la región andina, lo que justifica el 
diseño de una prueba rápida, eficaz y muy específica (Maguiña, 2008; Pachas,
2001; Anderson y Neuman, 1995). Además, debido a que el género Bartonella
está conformado por microorganismos nutricionalmente exigentes, se convierte 
en un candidato idóneo para la detección por cualquier método basado en la 
PCR (Johnson et al., 2003). 
En tal sentido, la Reacción en Cadena la de Polimerasa (PCR) es una técnica 
que por ser sensible y cada vez más asequible, permite la detección de material 
genético procedente de bacterias patógenas, aun cuando se hallen en muy poca 
concentración en fluidos o tejidos, inclusive capaz de detectar una sola copia de
DNA en la muestra. Además, los costos de los equipos e insumos han ido 
disminuyendo paulatinamente con el uso extendido de esta técnica, poniéndola 
al alcance de cada vez más laboratorios, sea cual sea su envergadura. Por eso, 
cada vez se amplía más su uso en el diagnóstico de enfermedades infecciosas 
en nuestro medio.
En el caso de Bartonella, se han desarrollado varias pruebas de diferente tipo, 
utilizando diferentes marcadores, como por ejemplo el gen ribC, que codifica 
para la proteína riboflavin sintasa (Bereswill et al., 1999), el gen de la subunidad 
16S-rRNA, el gen ftsZ, que codifica a una proteína de la división celular; PCR 
anidado)(Kelly et al., 1998), el gen groEL (proteína de choque térmico)(Zeaiter 
et al. 2002; Lee y Falkow, 1998), el gen gltA, que codifica para la citrato sintasa 
(Chung et al., 2005), el gen ialB, que codifica para una proteína de invasión (Xu 
y Chai, 2002), el gen flaA, que codifica para la proteína flagelina (Sander et al., 
2000) y también la Región Espaciadora Intergénica que se halla entre los genes 
16S y 23S, muy conservada entre bacterias. Todas estas pruebas han 
demostrado ser útiles para la detección de Bartonella.
En el caso del presente estudio, el 16S–rRNA es muy útil puesto que está muy 
conservado entre especies bacterianas (Case et al., 2007). El porcentaje de 
similitud en secuencia es muy alto (99,7%) entre bartonelas. De buscarlo y 
hallarlo, podemos tener casi la certeza de estar frente a una cepa del género 
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Bartonella. Sin embargo, presenta similitud con secuencias en Brucella (94%) y 
aunque algo más baja, permite teóricamente la diferenciación dependiendo de 
la metodología empleada (La Scola et al., 2003). 
Al llevar a cabo la prueba de PCR in silico en este estudio, esta diferencia no 
existía, puesto que predecía bandas de 438 pb tanto para Brucella como para 
Bartonella (Figura 13), lo cual sugiere la necesidad de más pruebas contra más 
cepas y en particular, usar este marcador junto con otros. Los cebadores 
diseñados en este estudio producen un amplicón de 438 pb común a todas las 
bacterias del género Bartonella (control del género Bartonella).
Bartonella bacilliformis es una bacteria altamente móvil debido a un penacho 
de flagelos unipolares (Scherer et al., 1993; Krueger, 1995). El componente 
principal, flagelina, es una proteína codificada por el gen flaA y está presente en 
Bartonella bacilliformis y en Bartonella clarridgeiae, mas no así en otras especies 
importantes, como Bartonella henselae, B. quintana y B. tribocorum, aun cuando 
estas últimas estén en capacidad de invadir eritrocitos (el flagelo se considera 
un factor de patogenicidad importante para la adherencia de la bacteria e 
invasión de eritrocitos) (Dehio, 2004). B. clarridgeiae ha sido reportada como 
patógeno emergente por zoonosis, aunque para ella el flagelo juega un rol similar 
al caso de B. bacilliformis (Whitney et al., 2009) Ambas cepas producen 
amplicones de diferente tamaño para este marcador, 940 y 997 pb, 
respectivamente, lo que indica su estrecha similitud, probada en otros estudios 
(Sander et al., 2000). Sin embargo, en el caso de B. clarridgeiae la región ITS es 
distinta a la de B. bacilliformis, lo hace que el marcador para flagelina pueda ser 
utilizado en este ensayo para diferenciar B. bacilliformis de otras bartonelas en 
una prueba múltiple.
El valor de los cebadores dirigidos a la detección de flagelina de Bartonella 
bacilliformis se hace evidente al comparar los productos que se generan en la 
PCR in vitro para esta bacteria frente a los de Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, ambas formadoras de flagelo, en el primer caso peritrico y en el 
segundo unipolar. El cebador diseñado en esta prueba genera una banda para 
flagelina de 940 pb, mientras que no lo hace para las dos otras bacterias 
Gramnegativas mencionadas, es decir, logra diferenciarla ya que presentan 
flagelina con suficientes diferencias.
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La Región Espaciadora Intergénica (ITS) corresponde a un espacio de RNA 
no funcional entre los genes de la región 16S-23S-rRNA.  Secuenciado por Roux 
y Raoult (1995b), es considerado por varios investigadores como una alternativa 
útil cuando se trata de diferenciar especies bacterianas indistinguibles si se 
analiza solamente el gen del 16S-rRNA (Clarridge, 2004; Parola et al., 2002). 
Esto debido a que ITS es una región hipervariable, lo cual ya ha sido demostrado
para el caso de Bartonella, con un alto grado de variabilidad interespecies 
(Houpikian y Raoult, 2001; Birtles et al., 2000; Minnick et al., 1994). En el caso 
de este estudio, las pruebas in silico muestran variaciones en cuanto al tamaño 
del amplicón para ITS entre las distintas bartonelas probadas, sugiriendo que es 
un buen candidato para una identificación precisa, lo que permite diferenciar 
entre las distintas especies de este género.
De los marcadores escogidos, 16S-rRNA, flaA e ITS, estudios previos afirman 
que el 16S-rRNA tiene el más bajo umbral de detección, aunque esto tiene 
interés a nivel clínico, ya que se presenta en individuos en estado febril (Gomes 
et al., 2016). La presente propuesta no solo considera a este marcador, sino que 
el verdadero peso de la prueba estriba en ser de naturaleza múltiple.
Existen algunos ensayos de PCR múltiple que involucran la búsqueda de la 
Proteína de Choque Térmico (HSP), ITS y ftsZ, marcadores que han mostrado 
utilidad en la detección de Bartonella henselae, no así en el caso de Bartonella 
bacilliformis (Kawasato et al., 2013). Nuevamente aparece ITS como uno de los 
blancos de búsqueda, ya que permite una buena diferenciación con otras 
bartonelas.
Lo más cercano al PCR múltiple propuesto se encuentra en una prueba 
llamada PCR-RLB (PCR-Reverse Line Blotting) por los blancos que incluye, las 
secuencias de ITS y al 16S-rRNA, es decir, es una PCR múltiple, siguiendo a 
ella un proceso de transferencia de productos de la PCR a membranas (blotting), 
lo que en la perspectiva de búsqueda de una prueba lo más simplificada posible, 
la hace más vulnerable, prolongada y además costosa, aunque es necesario 
reconocer que se ha probado su especificidad y sensibilidad en la diferenciación 
de cerca de 20 especies de Bartonella y hace unos años se encontraba en 
proceso de obtención de patente (García-Esteban et al., 2008). Sin embargo, no 
considera al marcador flaA, que es también importante, ya que la presencia de 
flagelos está restringida en bartonelas a B. bacilliformis y B. clarridgeiae. Aunque 
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la importancia clínica de B. clarridgeiae radica en que es un patógeno emergente 
en Perú, ya que está asociado a la enfermedad del arañazo del gato, bajo los 
parámetros del presente estudio, es diferenciable de B. bacilliformis puesto que 
los cebadores diseñados para detectar el marcador ITS no generan productos 
en los ensayos in silico en el presente estudio y que sería objeto de prueba a 
partir de aislados de pacientes con esta zoonosis.
Otra modalidad de PCR múltiple que ha tenido éxito es llevando a cabo el 
ensayo en tiempo real. Esta modalidad supone una ventaja al brindar 
información sobre cuantificación en tiempo real, pero en este caso, ese detalle 
pasa a segundo plano, ya que, si bien otorga una muy buena sensibilidad, 
también hace más complejo el proceso y la infraestructura necesaria. Lo que 
más se ha probado es usar cebadores que busquen ITS y pap31 en Bartonella 
henselae (Jones, S. et al., 2008). No se ha hallado evidencia de desarrollo de 
una prueba PCR múltiple en tiempo real para el caso de Bartonella bacilliformis
en nuestro medio, menos aún con tres marcadores.
Diez años atrás en nuestro medio solo había una bartonela clínicamente 
importante como problema de salud pública, Bartonella bacilliformis. Los
cambios ambientales progresivos, como el calentamiento global, están
generando a su vez variaciones en la distribución de vectores y las bartonelas 
los usan. Además de ello, se puede esperar que ocurran cambios en costumbres 
sociales, en interacción con mascotas, y a otros niveles, lo que modifica las 
probabilidades de expansión de patógenos como las bartonelas. Un ejemplo de 
ello es Bartonella clarridgeiae, que se considera actualmente un patógeno 
emergente en Perú al haberse presentado casos de la zoonosis conocida como 
la Enfermedad por el Arañazo del Gato (EAG), que clásicamente ha tenido origen 
etiológico en Bartonella henselae, presente en Perú, pero que también se ha 
demostrado como originada por Bartonella clarridgeiae (Huarcaya et al., 2002; 
Polanco et al., 2008). Ello, en principio, representaría un problema para la 
detección por la prueba propuesta en este estudio, ya que tanto B. bacilliformis
como B. clarridgeiae presentan una flagelina muy similar (940 y 997 pb, 
respectivamente, además presentar el marcador 16S-rRNA virtualmente idéntico 
(438 pb). Sin embargo, entre los cebadores diseñados en este trabajo se halla 
ITS, para el cual B. bacilliformis presenta una banda de 545 pb cuando se llevan 
a cabo las pruebas in vitro, pero que en el caso de B. clarridgeiae no la presenta
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cuando se realizaron las pruebas in silico (al no contar con una cepa de B. 
clarridgeiae que pudiera probarse in vitro). Esta ausencia se debe muy 
probablemente a que ITS es una región hipervariable y diferenciable gracias al 
diseño del cebador. De tal forma que, si bien es cierto ambas especies 
comparten productos similares para los marcadores flaA y 16S-rRNA en la PCR 
in silico, la ausencia de producto para ITS en el caso de B. clarridgeiae hace que 
esta prueba de PCR múltiple las haga claramente distinguibles.
Debemos tener en cuenta también que el ensayo propuesto con los 
marcadores escogidos tiene un valor agregado, que es el de poder discernir la 
presencia de Bartonella con el de otras bacterias que, a pesar de afectar 
solamente a animales, se encuentran muy estrechamente emparentadas, como 
por ejemplo Brucella melitensis, Brucella ovis, Brucella microti y Brucella suis.
De una afección veterinaria a una zoonosis hay muy poco margen.
Uno de los puntos más críticos en el desarrollo de un ensayo de PCR múltiple 
es el número de marcadores que se desean detectar, lo que incrementa a su vez 
el uso de cebadores y al mismo tiempo aumenta las dificultades al momento de 
evaluar las mejores condiciones para la PCR y que los amplicones sean 
obtenidos de forma que se puedan evidenciar mediante la electroforesis, sea en 
geles de agarosa o de poliacrilamida. En este trabajo se considera que tres 
marcadores son más que suficientes para hacer una distinción entre las cepas 
que pudieran preocupar a las autoridades de salud a la hora de evaluar la 
presencia de las diferentes bartonelas que pueden atacar a la población de 
nuestra región.
La estandarización de la prueba PCR múltiple está dando resultados positivos 
bajo las condiciones empleadas en este estudio. Las condiciones elegidas para 
la amplificación de los segmentos génicos detectados han mostrado la eficiencia 
de la prueba frente a las muestras, sobre todo para identificar a Bartonella 
bacilliformis.
El patrón electroforético observado en la PCR múltiple indica que la prueba 
fue útil para detectar a Bartonella bacilliformis y gracias a la información obtenida 
de las pruebas in silico, podría estar en capacidad de diferenciarla de otras 
bartonelas y bacterias filogenéticamente relacionadas a nivel clínico.
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7. CONCLUSIONES
7.1Se logró diseñar tres pares de cebadores para amplificar los marcadores: 1) 
Región Espaciadora Intergénica ITS, que separa los genes 16S-23S rRNA; 
2) gen flaA, que codifica para la proteína flagelina en Bartonella, y 3) gen 16S-
rRNA, altamente conservado entre las especies de Bartonella.
7.2Los cebadores diseñados son específicos para la detección e identificación 
de Bartonella bacilliformis cuando se usan simultáneamente, tanto in vitro
como in silico.
7.3La prueba de PCR múltiple desarrollada en este estudio, utilizando los 
cebadores antes mencionados, fue útil para la detección e identificación 
confirmativa de Bartonella baciliformis en un solo ensayo.
7.4La prueba de PCR múltiple fue útil para diferenciar in silico a la bacteria 




8.1Probar el PCR múltiple mencionado con más especies de Bartonella a fin de 
ampliar su utilidad para detectar e identificar a los agentes etiológicos de la 
bartonelosis humana y especialmente al de la Enfermedad de Carrión, con 
alta especificidad.
8.2Probar esta metodología contra cepas filogenéticamente relacionadas, como 
Brucella, con el objeto de averiguar si estos cebadores son útiles para 
diferenciar a estos géneros bacterianos.
8.3Probar esta metodología contra muestras de sangre total de pacientes 
enfermos y sanos para evaluar la utilidad de la prueba en el campo.
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9.2 Fuentes electrónicas
1. PCR Methods—Top Ten Strategies. ThermoFisher Scientifics. [Consulta: 01 
Mayo 2019]. Disponible en:
https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/global/life-
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Figura 15. Interfase parcial del Programa BIOEDIT. Interfase parcial del programa 
bioinformático Bioedit Sequence Analysis Editor v7.0.0 ©1997-2007 Tom Hall (Hall, 
1999) con dos secuencias genómicas cargadas para alineamiento, como se hizo en el 
caso de Bartonella.
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Figura 16. Interfase parcial del programa FastPCR. Interfase parcial del programa 
bioinformático FastPCR Professional 6.1.47 beta 3 ©1999-2010 Ruslan Kalendar y 
©2006-2010 PrimerDigital Ltd (Kalendar et al., 2009), con una secuencia genómica 
cargada, en uno de los ensayos PCR in silico, tal como se hizo en el caso de Bartonella.
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Figura 17. Interfase del programa ClustalX. Interfase del programa bioinformático 
ClustalX v2.0.10 ©2007 The European Bioinformatics Institute (Larkin, et al., 2007), con 
una secuencia cargada para comprobar la especificidad de los cebadores diseñados, 
tal como se hizo en el caso de Bartonella bacilliformis.
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